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Actualmente, la citricultura
española no tiene grandes
problemas de enfermedades
gracias al Programa de Mejora
Sanitaria de Variedades de
Cítricos que se estableció en
1975 y que ha permitido la
renovación total de las
plantaciones con material sano.
Sin embargo, las perspectivas
sanitarias en el futuro son
preocupantes debido a graves
enfermedades como
Huanglongbing, clorosis
variegada y cancrosis, que están
presentes en otros países y que
suponen una seria amenaza
para nuestra citricultura.
| estado sanitario de las plantacio-
nes de cítricos es un aspecto fun-
damental para el desarrollo y man-
tenimiento de una citricultura com-
petitiva ya que las enfermedades transmi-
sibles por injerto que afectan al cultivo
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pueden serel principal factor limitante del mis-
mo. El Programa de Mejora Sanitaria de
Variedades de Cítricos incluye los Progra-
mas de Saneamiento, Cuarentena y Certi-
ficación y se estableció hace 42 años con
el objetivo de obtenerplantas libres de en-
fermedades y de garantizar la sanidad de las
mismasa lo largo de todo el proceso de
multiplicación. Los resultados dela investi-
gación en el campo dela virología desarro-
llada en el IVIA durante los últimos años
han permitido introducir mejoras enel pro-
grama que reducen los plazos del procedi-
miento y aumentan la garantía sanitaria del
material que los viveros ponen a disposición
de los agricultores.
Los cítricos pueden resultar afectados por
numerosos agentes patógenos transmisi-
bles por injerto, como hongos, bacterias, fi-
toplasmas, micoplasmas, virus y viroides
que causan importantes pérdidas económi-
cas en la mayoría de las zonas productoras
(Duran-Vila y Moreno, 2000). En general las
enfermedades transmisibles por injerto pue-
den afectar a:
i) La producción, causando mermas tanto de
cantidad comodecalidad dela fruta.
ii) El uso de ciertos patrones, que son espe-
cialmente sensibles a determinadas en-
fermedades.
iii) El estado general de los árboles, cau-
sando decaimiento, pérdida de vigor, re-
ducción de la vida comercial de los mis-
mos, e incluso pueden llegar a causarsu
muerte.
En muchas áreascitrícolas estas enfer-
medades representanel principal factor limi-
tante del cultivo. De hecho, la evolución de
la citricultura en España también ha estado
siempre condicionada porla aparición de
diferentes enfermedades (gomosis enelsi-
glo XIX, tristeza y otras virosis en el siglo
XX) que han ido provocando sucesivascri-
sis y que se han superado gracias a pro-
fundos cambios estructurales del sistema
de producción. Hay que tener en cuenta que
no existen métodos curativos para las enfer-
medades transmisibles por injerto, por lo
tanto cuando un árbolse infecta permane-
ce enfermo durante toda su vida y puede
—
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A) Plántula de citrange Troyer usada como patrón, obtenida a partir de una semilla germinada in vitro. B) Brote dela variedad a sanear. C) Detalle del
fragmento delbrote usado para microinjertar formado porel meristemoapical y tres primordios foliares. D) Detalle de un microinjerto recién hecho mostrando
el fragmento injertado enel interior dela incisión del patrón.E) Plántula de mandarino sobre citrange Troyer seis semanas después del microinjerto.
F) Planta saneada de mandarino sobre C. macrophylla al año dela realización del microinjerto.
gran implicación de los viveros han permi-
tido el exitoso desarrollo de los mismos.El
Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimen-
tación y Medio Ambiente (Mapama) es el
que establece la normativa que regula las ac-
tividades incluidas en los distintos Programas.
Los servicios de Sanidad Vegetal de las dis-
tintas comunidades autónomas controlan
la ejecución de la normativa establecida por
el Mapama y en el IVIA es donde se coor-
dina y realiza la mayoría de las actividades
técnicas del programa. El hecho de que es-
tas actividades se coordinen en un centro de
investigación permite la aplicación inmedia-
ta en el mismo de los avances científicos
generados en el campo de la eliminación
de enfermedadesy el diagnóstico de pató-
genosde cítricos.
Programas de Saneamiento y
Cuarentena
El objetivo de estos programases la obten-
ción de plantas sanas de genotipos se-
leccionados en España (Programa de Sa-
FIG 3.|Esquema dela organización del tejido vascular de un brote.Meristemo apical_Protofloemaae360 VIDA RURAL 1 ochbre2017 neamiento) o en otros países (Programa deCuarentena). La introducción de materialvegetal de cítricos (excepto frutos y semi-llas) procedentesde terceros países estáprohibida en toda la Unión Europea (RealDecreto 58/2005) y sólo se puede hacer confines de ensayoo científicos o para la se-lección de variedadesa través de una Es-tación de Cuarentena (Real Decreto401/1996). Porotro lado, para poder inscri-bir una variedad en el registro de varieda-des comerciales y/o protegidas ésta tam-bién debe cumplir las condiciones fitosa-nitarias establecidas en el Real Decreto58/2005 mencionado anteriormente y pa-ra poder propagarla comercialmente ne-cesita cumplir las condiciones fitosanitariasestablecidas en el Real Decreto 929/1995,que contempla el Reglamento técnico decontrol y certificación de plantas de vive-ro de frutales. Por lo tanto, todaslas plan-tas de las variedades que se comercializandeben estar sanas.El procedimiento de saneamiento apli-cado en ambos programases el mismo eincluye la eliminación de patógenos median-te la técnica de microinjerto de ápices cau-linares in vitro y el diagnóstico de patóge-nos de las plantas microinjertadas me-
diante métodos biológicos y análisis mole-
culares para garantizar la ausencia de los
mismos.
La técnica de microinjerto de ápices
caulinares in vitro consiste en injertar un
fragmento formado por el meristemo api-
cal y dos o tres primordios foliares de un
brote de la planta que se quiere sanear, en
un patrón germinado en condiciones esté-
riles (figura 2). Esta técnica se basa en el
hecho de que, aunquela planta esté en-
ferma, los patógenos suelen estar locali-
zados en el tejido vascular (xilema o floema)
de la misma y no pueden accedera la re-
gión meristemática de los ápices caulinares
porque el tejido de esa zona todavía no es-
tá diferenciado y no tiene conexiones vas-
culares con el resto de la planta (figura 3),
por lo tanto esta región normalmente está
libre de patógenos y se puede regenerar
Nuevas
ideas como10los retosactuales.
una planta sana a partir de ella sin alterar
las características de la variedad.
Unavez que se obtiene la planta sane-
ada, ésta se somete a un análisis comple-
to de patógenos para confirmar la ausen-
cia de los mismos (cuadro 1). Siempre que
es posible se utilizan dos métodos de diag-
nóstico diferentes para analizar cada uno
de los patógenos con elfin de aumentar la
garantía de los resultados.Al principio del
programasólo se disponía de métodosbio-
lógicos de diagnóstico pero, gracias a la
investigación realizada tanto en el IVIA co-
mo en otros centros de investigación, he-
mos desarrollado e incorporado todos los
métodos moleculares de detección indica-
dos en el cuadro |.
Los métodos biológicos de diagnóstico
consisten en inocular mediante injerto de frag-
mentos de corteza de la planta a analizar,
especies o variedades de cítricos que son
especialmente sensibles a determinadas
enfermedades. Una vez inoculadas, las
plantas indicadoras se cultivan en el inver-
nadero a la temperatura adecuada y se
observa la aparición de síntomas de en-
fermedades durante tres brotaciones (fi-
gura 4). Los métodos biológicos son sen-
sibles y fiables pero son muy largos, cos-
tosos y en ocasionesinespecíficos ya que
diferentes patógenos pueden inducir los
mismos síntomas. Por su parte, los méto-
dos moleculares consisten en la detección
de proteínas (métodos serológicos (Elisa)
o ácidos nucleicos (hibridación molecular,
PCR convencionaly cuantitativa, electrofo-
resis en geles de poliacrilamida) específi-
cos de cada patógeno (figura 5).
Los métodos moleculares son muy sen-
sibles, más rápidos, más baratos y son es-
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MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO DE PATÓGENOS EMPLEADOS EN LOS PROGRAMAS DE
SANEAMIENTO, CUARENTENAY CERTIFICACIÓN DE CÍTRICOS.
CNEMODSMoa—a"E1Planta indicadora T* de incubación Enfermedades detectadasLima Mejicana $ 18-25% Tristeza, Protuberancias nerviales-agallas en la madera, Hoja rugosa,Escobas de brujaNaranjo Pineapple SC 18-25% Psoriasis, Manchas anulares, Concavidades gomosas, Cristacortis,Impietratura, HuanglongbingTangor Dweet SC 18-25% Psoriasis, Manchas anulares, Concavidades gomosas, Cristacortis,Impietratura, Mosaico, Manchado foliarCitrus excelsaS 18-25% Hoja rasgada-enanismo del citrange, Tristeza
Cidro etrog5 18-25% Variegación infecciosa, Tristeza, Enanismo del mandarino satsuma
Cidro etrog5€ 27-320 Exocortis, Caquexia y otros viroidesos eoEIMI — — =— — = - ==:UNENDOS MOBRUANESS—DrEOEA.ai.Método Patógenos detectadosSPAGES CEVd (Exocortis), HSVd (Caquexia) y otros viroides (CBLVd, CDVd, CBCVd, CVd-V y CVd-0S)
Hibridación improntas SC HSVd (Caquexia)
RT-PCR,S.E* CTV (Tristeza)*, CPsV (Psoriasis), CLBV (Manchado foliar)*, CVEV (Protuberancias nerviales-agallas
en la madera)*, CTLV (Hoja rasgada-enanismo delcitrange), CilV (Leprosis), SDV (Enanismo del
mandarino satsuma), CSDaV (Muerte súbita), CIWV/CLRV (Variegación infecciosa/hoja rugosa) *,
loreto Impietratura, Concavidades gomosas, Incompatibilidad del kumquat sobre patronestrifoliados
PCRS CYMV (Mosaico), Spiroplasma citri (Stubborn), Phytoplasma aurantifolia (Escobas de bruja), Ca.
Liberibacter asiaticus, africanus y americanus (Huanglongbing), Xy'ella fastidiosa (Clorosis
variegada), Xhanthomonascitri (Cancrosis), Plenodomus tracheiphilus (Mal seco)
Inmunoimpresión-ELISAC CV (Tristeza)
S Métodos empleadospara el análisis completo efectuado en los Programas de Saneamiento y Cuarentena.
€ Métodos empleadospara los análisis periódicos efectuados en el Programa deCertificación.
pecíficos del patógeno que se analiza. La FIG 4.|Diagnóstico biológico de patógenosdecítricos,por aproximadamente 1.800 árboles pro-pagados únicamente a partir del material delbloque inicial protegido. Normalmente semantienen tres o cuatro árboles de cada va-riedad en recintos de malla anti-insectosy pertenecen a siete viveros de base. Losviveros de base pueden ser agrupacionesde viveros o viveros individuales.3) Los bloques de multiplicación de ye-mas están formados por unos 250.000 ár-boles propagados directamente delos ár-boles de base. Estos árboles pertenecen acuarenta viveros, se mantienen en recintosde malla o invernaderos y se tienen querenovar cada cinco añospara evitar la pro-pagación de posibles mutaciones.4) Los bloques de planta certificada sepropagan únicamente con yemasde losbloques de multiplicación injertadas sobrepatrones provenientes de árboles certifi-cados productores de semillas. Actualmen-te los viveros de cítricos están producien-do unos3,5 millones de plantas al año y lohacen en recintos de malla, en invernade-ros o en campo abierto.Las plantas de cadaincorporación de los métodos molecularesde diagnóstico en los Programas de Sa-neamiento y Cuarentena nos ha permiti-do disminuir los plazos del procedimientoy aumentar la garantía del mismo.Programa de CertificaciónEl objetivo principal de este programa esgarantizar que el estado sanitario de las va-riedades obtenidas en los Programas deSaneamiento y Cuarentena se mantengadurante el proceso de propagación comer-cial en los viveros de cítricos. La multiplica-ción comercial de cítricos está organizada encuatro bloques de árboles (figuras 1 y 6):1) El bloque inicial protegido forma par-te del Banco de Germoplasma del IVIA eincluye un ejemplar de cada uno de los679 genotipos saneados en los programasanteriores y mantenidos en recintos de ma-lla anti-insectos.2) Los bloques de base están formados A) Plantas indicadoras.corteza de la planta a analizar.indicadoras.B) Inóculo de la planta indicadora mediante injerto de un fragmento deC) Diversos síntomas inducidos por diferentes patógenos en las plantas bloque se analizan pe-riódicamente las diferen-tes enfermedades inclui-das en el Reglamento deCertificación utilizandolos métodos indicadosen el cuadro I. Al iniciodel programa todos lospatógenosse diagnosti-caban mediante méto-dos biológicos pero ac-tualmente se han intro-ducido métodos molecu-lares, lo que nos ha per-mitido abaratar los costesy disminuir el tiempo deanálisis. Todaslas plan-tas del bloque inicial yde los bloques de base seanalizan en el IVIA ca-da tres años a enferme-dades que se transmi-38 VIDA RURAL 1 ochbre 2017 (Continúa en pág. 40)
ten mediante insectos vectores (tristeza y
protuberancias nerviales-agallas en la ma-
dera), cada seis años a enfermedades
que se transmiten mecánicamente (exo-
cortis, caquexia y otros viroides) y cada
diez años a enfermedades que sólo se
transmiten mediante injerto (psoriasis,
manchas anulares, cristacortis, impietratu-
ra, concavidades gomosas, variegación
infecciosa y manchado foliar). Porotro la-
do, todas las plantas de los bloques de
multiplicación y el 0,1%delas plantas cer-
tificadas se analizan anualmentea triste-
za mediante inmunoimpresión-Elisa en los
laboratorios de Sanidad Vegetal de las dis-
tintas comunidades autónomas.
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FIG 5.|Métodos de diagnóstico molecular de patógenos de cítricos.A) Electroforesis secuencial en gel de poliacrilamida (sPAGE). B) Hibridación de improntas.C) PCR convencional. D) PCR cuantitativa.FIG 6. Bloques de multiplicación de cítricos.Iocomercial. D) BloqueA) Bloque inicialme del Banco de Germoplasma del IVIA. B) Bloque de árboles de base de una agrupación deviveros. C) Bloque de multiplicación de yemas de un viveroplantas certificadas listas para su comercialización. E UL RSAdemásdelos controles sanitarios, elprograma de Certificación controla la auten-ticidad varietal del material propagado,la ca-lidad agronómica de lasplantas y el siste-ma de etiquetado de las mismas. Porotrolado, también incluye controles adminis-trativos y regula aspectos relacionados conla comercialización y autorización de la ac-tividad viverística.ConclusionesLa mejor forma de luchar contra las enfer-medades y la más barata siempre es laprevención. El Programa de Mejora Sanita-ria de Variedades de Cítricos de España hademostrado ser altamente efectivo paraevitar la introducción y dispersión de nue-vas enfermedades, sin embargo actual-40 VIDA RURAL 1 octbre 2017 mente hay unserio peligro de introducciónde enfermedades muy graves para la ci-tricultura como son HLB, clorosis variega-da y cancrosis, por tanto es necesario man-tener e incluso aumentar las medidas de pro-tección para un adecuado control sanitariodel material vegetal propagativo. Sería ne-cesario hacer una normativa más restricti-va y adecuada para el movimiento y propa-gación del material vegetal, los viveros ten-drían que hacer toda la producción en re-cintos protegidos, se deberían desarrollarmás proyectos de investigación relaciona-dos con estas enfermedades y se debe-ría evitar la introducción y multiplicaciónde materialilegal ya que constituye el ma-yor peligro para la propagación de enferme-dades. Tenemos las herramientas adecua- das para evitar que lleguen pero es nece-saria la implicación de todo el sector, des-de la administración hasta los agricultores,para mantener unacitricultura de alta ca-lidad.BIBLIOGRAFÍADuran-Vila, N., Moreno, P 2000. Enfermedades delos cítri-cos. Monografía de la Sociedad Española de FitopatologíaN" 2. Ediciones Mundi-Prensa Madrid, España. 165 pp.Navarro, L., Juárez, J. 2005. Microinjerto de ápices caulina-res de cítricos in vitro. Phytoma 170, 6-13.Navarro, L., Pina, J.A., Juárez, J., Arregui, J.M., Ortega, C., Na-varro, A., Ballester-Olmos, J.F., Vives, M.C., Montalt, R.,Durán-Vila, N., Guerri, J., Moreno, P, Cambra, M., Medina,A., Zaragoza, S. 2005. El Programa de Mejora Sanitaria deVariedades de Cítricos en España: 30 años de historia.Phytoma 170, 14-23.Pina, J.A., Chomé,P,Vives, M.C., Navarro, L., 2015. Theci-trus nursery tree certification program in Spain. Acta Horti-culturae 1065, 745-753.
